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▽論文内容要旨
第一章序論
 アルキル化剤は細胞に対して突然変異誘発作用と致死作用を示すし、強い発がん性を持つこと
 も知られている。その生物効果は主としてアルキル化剤によるDNAの修飾(塩基のアルキル化)
 に基づくと考えられている。近年、アルキル化剤に対する適応応答(adaptiveresponse)、あるい
 はアルキル化損傷を特異的に修復する酵素系が大腸菌からヒトに至るまで多くの生物種に存在す
 ることが明らかにされてきた。こういつた修復酵素系のうち、アルキルトランスフェラーゼ
 (ATase,06一アルキルグアニンのアルキル基を転移する酵素)に関して野生型の大腸菌でもその
 欠損株と同様に、アルキル化剤による突然変異のほとんどはG:C→A:Ttra琵sltionであることがわ
 かった。このことから、06一アルキルグアニン(06dkG)は致死性の損傷ではなく、むしろ突然
 変異誘発作用に関して主要な原因損傷であることが明らかとなった。このことはまた、06-alkG以
 外に多数のアルキル化損傷、例えばN一アルキルプリン(N-alkPu)や02一アルキルピリミジン
 (02一侵lkPy)などの中に、アルキル化剤の致死の原因損傷が含まれていることを示唆している。こ
 れらのうち、一部の損傷の修復経路にはグリコシラーゼ(glycosyiase)の関与が明らかにされて
 いるが、致死作用のメカニズムや、損傷の修復に別の修復系が関与するかどうかについて、まだ
 不明な点が多い。特に、紫外線などの損傷修復や突然変異に関わるRecAタンパク質のアルキル化
 損傷修復への働きは全くわかっていない。また、哺乳動物の場合、アルキル化剤による突然変異
 は原核生物より多様性に富んでいることが示されており、アルキル化損傷に対しもっと複雑な修
 復系が対応していることが予想される。本研究は、第一に、大腸菌染色体の系(めη醤遺伝子を標
 的にする)を用い、染色体上におけるアルキル化剤誘発突然変異の起こり方を解析することを考
 えた。これは、従来から用いられている突然変異解析の系は、多くの場合プラスミド上の遺伝子
 を標的として用いたものであり、染色体上で起こる突然変異を忠実に反映しているとは言えない
 と考えたからである。第二に、大腸菌の野生株とreo、4欠損株(組み換え修復欠損株)を用い、突
 然変異の特異性を明らかにすることで、アルキル化剤誘発突然変異にRecAタンパク質がどのよう
 に関わるのか、あるいは関わらないのかを解明することを目的とした。第三に、同様な解析を哺
 乳動物のトランスジェニックマウスの系(1acZ遺伝子を標的にする)で行い、原核生物と真核生
 物との突然変異特異性を比較し、アルキル化剤誘発突然変異の生成機構を明らかにすることを目
 的として解析を行った。
 第二章二卜藤ソグアニジン誘発大腸菌重ση8遺伝子突然変異
 アルキル化剤誘発突然変異の特異性を明らかにするために、まず、大腸菌の野生株とrecA欠損
 株をそれぞれアルキル化剤の一種、ニトロソグアニジン(MNNG)で処理し、その生存率と変異
 率を求めた。その結果,野性株に比べて、re融欠損株はMNNGに対して顕著な致死感受性を示し
 た。このことは、アルキル化損傷の修復にはRecAタンパク質の関わる組み換え修復やSOS修復が
 関与していることを示している。またMNNGによる誘発突然変異率(野生株で20μg/ml,rec、4欠
 損株で5μg/m1の濃度で処理したとき)は、自然突然変異率に比べてそれぞれ300倍と40倍ほど上
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 昇していた。recパ欠損株では、MNNG濃度の増加につれて変異率が減少していく傾向が見られた。
 これは、recA欠損株はRecAタンパク質がないため、DNAの傷を受けた細胞が多く死んでしまい、
 たとえ突然変異が生じてもコロニーを作ることができないためであると考えられる。次に、
 MNNGがどのような変異を染色体上fOη8遺伝子に誘発するかを明らかにするために、野生株と
 fec湾欠損株について独立した変異体をそれぞれ50個位集め、シーケンス解析を行った。その結
 果、fOηB遺伝子にそれぞれ54個と51個の突然変異が確認された。MNNG誘発∫oη君遺伝子突然変
 異の特異性としては、(1)野生株とrecA欠損株とも突然変異のうち、塩基置換が最も多く観察さ
 れた(それぞれ全体の89%と67%を占めている)。これは同じfOη8遺伝子を標的とした自然突然
 変異の結果(それぞれ全体の27%と28%を占めている)と比べて、塩基置換の割合が大幅に上が
 っている。(2)塩基置換のうち、G:C→A:Ttrans重tionが最も多かった(それぞれ94%と82%を
 占めている)。自然突然変異と比べると、G:C伸A:TtransitiORが大きく増加したことも特徴であっ
 た。(3)fecA欠損株では、transversion型塩基置換とフレームシフトも多く観察された。(4)従
 来のプラスミド上の遺伝子を標的とした実験に比べて変異の多様性を反映している、などが挙げ
 られる。以上のことから本研究は、(1)鋼NNG処理によって06-alkGを多く生じることが原因で
 G:C→A:Ttransitionを引き起こすといった従来の結論をよく支持した。(2)大腸菌の野生株と
 recA欠損株では、変異生成のホットスポットや数、及び変異グアニンの5'側の塩基の特徴、鎖特
 異性などに関して二つの株にはあまり差異が見られなかった。特に、瓢NNG誘発で特異的に起き
 るG:C→A:Ttransitionに関しても、recA欠損株では数的にやや減少していただけであった。この
 ことは、MNNGによる06-meGの形成、そして06-meGのチミン(T)との誤対合、さらにDNA複
 製を経てG→A変異への固定などのプロセスは野生株とre麟欠損株で同じように起きること、また、
 06-meGのメチル基のATaseによる引き抜き(脱メチル化)に関して、野生株とrec、4欠損株におい
 て酵素作用に差異がないことを示している。言い換えれば、RecAタンパク質は直接に06-meGの
 修復に関与しないということを明らかにした。(3)大腸菌rεcA欠損株は,MNNGに対し高感受
 性になっていた。また、G:C→A:Ttransitio欝以外の変異、たとえばトランスバージョン
 (transversion)型塩基置換やフレームシフトをrecA欠損株で初めて多数に観察することができた。
 このことは、艮ecAタンパク質が06-meG以外の多数の損傷、たとえばN-me恥や02-mePyなどの修
 復に関与すること、そしてN-mePuや02-mePyはトランスバージョン型塩基置換の原因損傷である
 ことを強く示唆している。即ち、RecAタンパク質が06-alkGの修復に関わるのではなく、N-alkP皿
 や02-aikPyなどの修復に関わるということを明らかにした。これらの損傷の存在は、大腸菌では
 多様な変異を引き起こしただけではなく、re麟欠損大腸菌の死をもたらした理由でもある。(4〉
 染色体上の遺伝子を標的にすることで突然変異の多様性をより反映できるということを本研究は
 明確に証明している。
 第三章アルキル化劃誘発マウス治cZ遺伝子突然変異
 哺乳動物や人間のがんが遺伝子の突然変異によって起こる細胞の異常増殖であることが確実と
 なって以来、自然発生のものを含めて突然変異がいつ、どこに、どのように生じるかを解明する
 ことは、がんをはじめとする遺伝子疾患の発病機構研究の基礎となってきた。誘発突然変異と発
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 がんとの因果関係を研究するのに今までの大腸菌を中心とする原核細胞での結果がそのまま人間
 に適用できるかどうかについてはまだ不十分である。そこで本研究は、哺乳動物におけるアルキ
 ル化剤誘発突然変異の特異性を明らかにし、その結果を原核生物の結果と比較し、アルキル化剤
 誘発突然変異の生成機構を考察した。実験には、大腸菌の系で突然変異の検出が容易な1aσZ遺伝
 子をマウスのゲノムに導入したトランスジェニックマウス(醗utamouseTM)の系を用いた。アル
 キル化剤の二種、エチルニトロソウレア(ENU)とエチルメタンスルホネート(EMS)でマウス
 を処理し、骨髄細胞における突然変異の特異性をノacZトランスジーンを標的にして解析した。その
 結果、マウスにおけるアルキル化剤誘発突然変異は大腸菌に比べて、(1)已NU誘発突然変異では,
 A:丁塩基対の変異が増え(全体の45%)、とりわけA:T→T:Atransversionが増加している。(2)
 琶踵S誘発突然変異では、大腸菌と同様にG:C→A:丁立ransitlonが主である(全体の75%)。(3)
 E囚Uの場合、哺乳動物における他の実験よりA:T→T:Atransversionが相対的に減少し.、G:C-
 A:Ttr鍛sltionが増加していたことから、ノacZトランスジーン上の損傷修復は転写一修復のカップ
 リング効果の影響を受けておらず、その結果、06-alkG損傷があまり修復されないということを示
 した。(4)真核生物では原核生物に比べてアルキル化損傷に対して修復酵素系の働きが違うこと
 を本研究で示唆している、などが特徴となっていた。
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第醒章離合討論
 アルキル化損傷は、その修復経路から見て二つに分類できる。一つは、06-alkG,04一アルキル
 チミン(04-alkT)、アルキルホスホトリエステルであり、ATaseによって修復される。この場合修
 復は、DNAに付加されたアルキル基が引き抜かれるだけで済む。もう一つは、N-alkPuや02-
 alkByなどである。これらは、glycosylaseがアルキル化塩基をヌクレオチドから切り除いて修復さ
 れる。この場合ヌクレオチドが取り除かれAPサイトが形成される。APサイトは更にA曾エンドヌ
 クレアーゼによって修復される。N-alkPuや02-alkPy損傷は致死性が強く、かつ多量に作られるた
 め,適応応答以外の修復機能が働いて修復していることが予想される。また、哺乳動物ではヌク
 レオチド除去修復(NER)が働いていることが知られており、アルキル化剤誘発に対してもっと
 複雑な生理的反応を引き起こし、異なる修復系が対応していることも予想される。アルキル化損
 傷の修復における民ecAタンパク質の役割についてこれまでの知見と今回の結果に基づき、次のよ
 うなモデルを考えている(図1)。(1)正常の細胞ではアルキル化剤にさらされると、適応応答
 あるいは適応応答と同様な酵素系が誘導され、構成的酵素と一緒にアルキル化損傷に対応する。
 この場合主としてATaseとglycosy!aseが働く。(2)AT&seは06-alkG、04-a!kT、アルキルホスホ
 トリエステルを、glycosylaseはN-aikPuや02-alkPyなどを修復する。損傷が直されない場合,細
 胞では突然変異誘発と致死効果が現れ、06-alkGと04一段lkTは突然変異(主にtrapsition型塩基置換)
 を、N-alkPuや02-alkPyは細胞死を導く。(3)N-alkPuや02-alkByなどに対しgiycosylaseによっ
 て切断されたヌクレオチドが直されない場合、あるいは修復する際に誤った塩基の挿入による誤
 対合を生じた場合(transversion型塩基置換などを起こす)に、只ecAタンパク質は相同組換えに
 よる複製後修復を通して働く。この場合、SOS応答機能の一部として理解してもよい。(4)真核
 生物ではアルキル化損傷を特異的に修復する酵素系が機能しているほかに、原核生物と同じよう
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 な紀換え修復機能や、ほかの修復系(NERなど)も働く。
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 論文審査の結果の要旨
 ニトロソグアニジン等のアルキル化剤は、DNA上の塩基に20種以上の修飾を及ぼし、細胞死や
 突然変異を引き起こす。微生物やヒトでは多様な修復酵素が、これらの損傷に対抗している。
 王雪提出の論文は、アルキル化剤により生成する突然変異の特異性を、染色体上の遺伝子を標
 的として塩基配列レベルで解析し、突然変異生成機構及び塩基修飾の修復機構を推論することを
 目的としている。得られた結果は;
 1)大腸菌染色体上の∫oη8遺伝子を標的とした場合、野生型大腸菌では、ニトロソグァニジン誘
 発突然変異は、G:○>A:Tトランジション変異が優先的に生じており、グアニン6位のメチル化が
 DNA複製に際して誤対合するとした従来のモデルと良く一致した。
 2)大腸菌re鵬変異株を用いた場合、G:C一>A:Tトランジション変異の他に、A:T一>T:Aトランスバ
 ー ジョン変異、フレームシフト変異等も増加していた。このことは、通常は、アデニンまたはチ
 ミンのメチル化損傷を農ecAタンパク質が修復していることを示唆した。
 3)従来のプラスミド上の遺伝子を標的とした解析に比べて、染色体上の遺伝子を標的とした場
 合、塩基置換型変異だけでなく、フレームシフト変異、欠失変異、多重変異などより多様な変異
 パターンを示した。染色体上の遺伝子を用いて突然変異の特異性を明らかにしょうとした本研究
 のアプローチが従来の方法に比べて生体の状況によりょく対応していることを示した。
 4)トランスジェニックマウス染色体上の1駕Z遺伝子を標的とした場合、エチルニトロソウレァ
 誘発突然変異は、A:T一>T:Aトランスバージョン変異が顕著に増加していた。しかし、従来からマ
 ウス等で用いられているゆrt遺伝子での結果と比べると、A:箪>T:A頻度はやや低く、そのかわり、
 G:CウA:Tトランジション変異が高く観察された。これは、用いた1aσZ遺伝子がマウス体内では転
 写されておらず、その結果、転写一修復カップリングの効果が見られなかったからであると結論
 した。マウスの場合、アルキル化損傷は、転写一修復カップリングで修復が進行することを強く
 示唆した。さらに、マウスではアルキル化剤損傷修復に関し、大腸菌とは別の修復の仕組みのあ
 ることが示された。
 染色体上の遺伝子を用いて明らかにされたこれらの成果は、アルキル化剤による突然変異生成
 機構の研究に新しい知見を提示するものであり、これは王雪が自立して研究活動を行うのに必要
 な高度の研究能力と学識を有することを示している。よって王雪提出の論文は博士(理学)の学
 位論文として合格と認める。
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